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(57) Verfahren und Reagenz zur Bestimmung von 
Eisen in einer biologischen Probe unter Freisetzung des 
gebundenen Eisens, Reduktion des freigesetzten 
Eisens zu Fe 2+ , Zugabe einer FarbreagenzlOsung und 
photpmetrische Messung des gebildeten Farbkomple- 
xes, dadurch gekennzeichnet, daB die Probe mit einer 
wasserlOslichen EDTA komplexierenden Verbindung, 
insbesondere einem Indium- und/oder Scandiumsalz 
versetzt wird. . 
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Beschreibung 

[0001] Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur stGrungsfreien Bestimrnung von Eisen in biologischen Proben, ins- 
besondere Serum unter Freisetzung des gebundenen Eisen, Reduklion des freigesetzten Eisens zu Fe 2+ , Zugabe 

5 einer Farbreagenzldsung und photometrischen Messung des gebildeten Farbkomplexes sowie eine Reagepzienkom- 
bination, die insbesondere in Gegenwart hoherer Mengen EDTA die stc-rungsfreie Bestimrnung von Eisen geeignet ist. 
[0002] EisenstoffwechselstGrungen, insbesondere Eisenmangel und Eisenesorptionsstc-rungen sind vor allem in der 
weiblichen Bevdlkerung weit verbreitet. Der Nachweis von Eisen in KSrperflussigkeiten, insbesondere im Serum geh6rt 
daher zu den Standardbestimmungen in der medizinischen Analytik. Eisen wird mit der Nahrung zugefuhrt und uber 

10 die Schleimhaut des Darmes aufgenommen. An Transferrin in 3-wertigem Zustand gebunden wird es dann zum Kno- 
chenmark transportiert, wo es hauptsachlich in Hemoglobin eingebaut wird. Wird zu wenig Eisen aufgenommen. so 
kommt es zu anamischen Erscheinungen. 

[0003] Die Bestimrnung des Eisens im Serum gehOrt zu den am haufigsten durchgefuhrten Spurenelementanalysen 
in der klinischen Diagnostic Hinsichtlich der Freisetzung des Eisens aus Transferrin sind prinzipiell bei Testvarianten 

is fur die Bestimrnung bekannt. Zum einen kann die EisenablOsung durch den Zusatz von Detergenziengemischen (z.B. 
EP 0 130 537), Guanidiniumchlorid (z.B. EP 0 343 592) Oder beispielsweise harnstoffhaltige Denaturierungsmittel (z.B. 
DE 44 01 754) bei schwach saurem pH-Wert erfolgen. Zum anderen ist Eisen aus Transferrin im stark sauren Medium, 
insbesondere bei einem pH-Wert von ca. 2.5 Oder niedriger ablfisbar (Clin. Chem. vol. 26 (1980), 327-331). 
[0004] Von Nachteil bei den genanrrten Testprinzipien ist jedoch, daB diese durch die Gegenwart von EDTA. welches 

20 hSufig in biologischen Proben. beispielsweise durch entsprechende Vorbehandlungen, entharten ist, gestort werden. 
Denn EDTA ist befahigt mit Eisen Komplexe zu bilden und das so gebundene Eisen stent daher nicht zur Bildung eines 
Farbkomplexes zur Verfugung. Dies kann insbesondere bei EDTA-Plasma als Probenmaterial zu falsch negativen 
Eisenw rten fuhren. Daruber hinaus besteht die Gefahr, daB bei entsprechenden Bestimmungen auf Analysenautoma- 
ten durch nicht vermeidbare Pipettier- oder Ruhrvorrichtungen oder durch ungenugend gereinigte ReaktionsgefeBe 

25 EDTA aus anderen Testflussigkeiten eingeschleppt wird. wodurch es zu einem verminderten Farbsignal und darrrit zu 
einer verminderten Wiederf indung des Eisens kommt. 

[0005] Urn diesen Nachteil auszurSumen, werden bei der Testvariante, die die Freisetzung des Eisens durch ein 
geeignetes Denaturierungsmittel erreicht. Zink (ll)-Salze zugesetzt Das eingeschleppte EDTA wird durch Zn 2 +-lonen 
maskiert und eine entsprechende St&rung durch Reaktionen von EDTA mit Fe 2+ -lonen vermieden. 

30 [0006] Testvarianten, bei denen die Eisen-Ablosung im stark sauren Medium erfolgt, werden dagegen durch den 
Zusatz von Zink(ll)-Salzen nicht von durch EDTA bewirkten Stfcrungen befreit. Weiterhin hat sich erwiesen, daB in 
Gegenwart hoher Salzkonzentrationen (ca. 4 mol/l) und/oder hoher Detergenzkonzertrationen (ca. 7%), ein "Heraus- 
kriechen" der ReagenzlSsung aus den Reagenzflaschen zu beobachten ist und damit beispielsweise zur Zerstorung 
von Barcode-Etiketten und zur Korrision von Metallteilen an Analysenautomaten fuhrt. 

35 [0007] Demzufolge liegt der vorliegenden Erfindung die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren bzw. Reagenz zur Bestim- 
rnung von Eisen in biologischem Probenmaterial zur Verfugung zu stellen, welches fur die Eisen-Freisetzung bei stark 
sauren pH-Werten und/oder in Losungen mit hohen Salz- bzw. Detergenzkonzentrationen geeignet ist wobei in 
Gegenwart von EDTA keine essentiellen StGrungen auftreten bzw. eine dadurch verursachte erniedrigte Wiederf indung 
von Eisen vermieden wird. 

40 [0006] Die Aufgabe wird gelost durch ein Verfahren zur Bestimrnung von Eisen in einer biologischen Probe unter Frei- 
setzung des gebundenen Eisens, Reduktion des freigesetzten Eisens zu Fe 2+ . Zugabe einer Farbreagenzlosung und 
photometrische Messung des gebildeten Farbkomplexes, wo-bei die Probe mit einem wasserlOslichen Salz bestehend 
aus Metallkationen der III. Haupt- und Nebengruppe (III a+b) des Periodensystems der Elemente, wie beispielsweise 
Scandium, Indium, Lanthan oder Gallium, in Kontakt gebracht wird. Bevorzugt sind erfindungsgemaB Indiumund/oder 

45 Scandiumsalze. Das Gegenion der erfindungsgemaB zuzusetzenden Salze ist unkritisch, solange wasserlSsliche 
Salze resultieren. Insbesondere haben sich hier zwei- oder dreiwertige Kationen sowie folgende Saurereste als geeig- 
net erwiesen: Halogenide, Phosphate. Nitrate. Sulfite und Sulfate, wobei Chloride und Sulfate bevorzugt sind. 
[0009] Die Konzerrtration der erfindungsgemSBen Salze der III. Haupt- bzw. Nebengruppe betragt in der Reagenzlc- 
sung (Endkonzentration im Test) mindestens etwa 0.1 mmol/l, bevorzugt ist ein Bereich zwischen etwa 0,1 und 50 

so mmol/l, besonders bevorzugt eine Konzerrtration zwischen etwa 1 und 20 mmol/l. 

[0010] Die Freisetzung des gebundenen Eisens kann bei dem erfindungsgemSBen Verfahren prinzipiell gem£B dem 
Fachmann bekannter MaBnahmen, wie beispielsweise durch den Zusatz geeigneter Detergenzienmischungen (z.B. EP 
0 130 537, DE 27 24 757 oder DE 37 29 502) oder eines Denaturierungsmittel s wie Guanidiniumchlorid (z.B. EP 0 343 
592), bei pH-Werten von in der Regel zwischen 3 und 6 oder - ohne Zusatz einer Eisen freisetzenden Substanz - bei 

55 pH-Werten im stark Sauren erfolgen. Bei der Eisenabl6sung im stark sauren Medium hat sich erfindungsgemSB ein pH- 
Wert zwischen 0 und 3 als vorteilhaft erwiesen. 

[001 1] Zur Durchfuhrung des erf indungsgemSBen Verfahrens wird die Probe bzw. das Reagenzgemisch bevorzugt in 
einem schwach und stark sauren Bereich, besonders bevorzugt im Bereich zwischen pH 0 und pH 6 gehalten. Als Puf- 



2 



vISDOCID: <EP 0952453A1_I_> 



EP 0 952 453 A1 

fersubstanzen sind Verbindungen geeignet, die einen pK-Wert von 2,5 bis 6 aufweisen und Eisen nicht Oder nur 
schwach komplexieren. Geeignet sind beispielsweise Acetat-, Citrat-, Phosphat- Oder Succinatpuffer. Eine weitere 
bevorzugte Variante besteht darin, zur Freisetzung des Eisens zunachst einen sauren pH-Wert einzustellen, besonders 
bevorzugt pH 3 bis pH 6, und danach auf einen pH-Wert umzupuffern. der mit dem zum Nachweis des Eisens gewahl- 

5 ten Farbsystem eine optimale Farbausbeute ergibt. Die hierzu geeigneten pH-Werte sind dem Fachmann an sich 
bekannt beispielsweise aus Fielding, Methods in Hematology 1 (Iron), 15-49(1980). Besonders bevorzugt fur das erf in- 
dungsgemaBe Verfahren ist, wenn die Freisetzung des gebundenen Eisen im stark sauren Medium, bevorzugt zwi- 
schen pH 0 und 3, erfolgt und eine EDTA-komplexierende Substanz zugesetzt wird. Als EDTA-komplexierende 
Substanz kommen insbesondere Salze bestehend aus einem zwei- Oder dreiwertigen Kation der Gruppen des Peri- 

io odensystems III a, III b, IV a, VIII und/oder der Lanthaniden, wie beispielsweise Scandium, Indium, Zirconium, Nickel, 
Ytterbium und Lutetium in Betracht, wobei Scandium und/oder Indium bevorzugt sind. 

[0012] Bevorzugt wird als Puffersubstanz Acetat- Oder Citratpuffer eingesetzt. Der Puffer wird bevorzugt mit einer 
Konzentration von 20 bis 500 mmol/l, insbesondere in einem Bereich von 50 bis 250 mmol/l, verwendet. Ganz beson- 
ders bevorzugt ist, wenn die PufferlOsung ca. 200 mmol/l Citronensaure enthatt. Die Puffersubstanz kann in der ersten 

75 L6sung des erfindungsgem&Ben Eisentests; die zudem ein Denaturierungsmittel und gegebenenfalls Fettalkoholpoly- 
glykolether enthalten kann, enthalten sein. Zusatzlich kOnnen auch die weiteren LOsungen oder die weitere LOsung des 
erfindungsgemaBen Eisentests gepuffert sein sowie weitere Hilfsstoffe zur Stabilisierung und/oder zur Eliminierung 
bzw. Reduzierung nicht gewunschter Reaktionen zugesetzt werden. So kdnnen beispielsweise durch den Zusatz von 
Fettalkoholpolyglykolether bzw. Alkylpolyethylenglykolether StGrungen durch lipamische biologische Proben vermieden 

20 werden (DE 44 01 754). Eine weitere vorteilhafte Ausfuhrumgsform des erf indungsgemaBen Verfahrens ist, wenn dem 
Reagenz Thioharnstoff besonders bevorzugt zwischen 10 und 200 mM zugesetzt wird. Dadurch konnen insbesondere 
Kupfer-lnterfererzen eliminiert werden. 

[001 3] Zur Bestimmung des Eisens wird in an sich bekannter Weise der ProbelGsung ein Reduktionsmittel, wie zum 
Beispiel Ascorbinsaure, Dithionit oder Hydroxylamin, zugesetzt, um das in 3-wertiger Form vorliegende freigesetzte 

25 Eisen in die 2-wertige Form zu reduzieren. Das Reduktionsmittel kann sowohl in der ersten L6sung zusammen mit dem 
gegebenenfalls verwendeten Denaturierungsmittel als auch in der zweiten LSsung, die weiterhin das fur den Nachweis 
von Eisen geeignete Farbsystem enthait. zugesetzt werden. Bevorzugt wird das Reduktionsmittel jedoch der zweiten 
Losung zugesetzt. Des weiteren ist bevorzugt, wenn das Reagenz zusatzlich eine das Reduktionsmittel stabilisierende 
Substanz, wie ein geeignetes Konservierungsmittel (z.B. Germall II), beinhaltet. 

30 [0014] Farbsysteme zum Nachweis von Eisen sind zum Beispiel beschrieben in der EP 0 228 060, Clin. Biochem. 14 
(1981), 31 1-315 und Clin. Chem.23 (1979), 234-240. Besonders sind Komplexbildner vom Ferrointyp geeignet, die mit 
Eisen einen Farbstoff lieferten, der photometrisch ausgewertet werden kann. Als geeignete Substanzen sind Batho- 
phenanthrolin und Ferrozin (S^-PyriKlylJ-S.e-diphenyl-l^^-triazin-sulfonsaure-dinatriumsalz oder 3 , (2 , -Pyridyl)-5,6- 
bis (4-phenylsulfonsaure)-1 ,2,4-triazin-mononatiumsalz) zu nennen. Die Farbstoffbildung erfolgt dabei proportional 

35 zum Eisengehalt der Probe und kann in an sich bekannter Weise photometrisch ausgewertet werden. 

[0015] Mit der Erfindung ist es erstmals gelungen, StGrungen von EDTA bei der photometrischen Bestimmung von 
Eisen, insbesondere auch in stark sauren Reagenzldsungen, zu vermeiden. 

[001 6] Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist daher die Verwendung von wasserlGslichen IndiumundVoder Scan- 
diumsalzen zur Verhinderung von durch die Anwesenheit von EDTA verursachten StOrungen bei der photometrischen 

40 Bestimmung von Eisen in einer biologischen Probe. 

[001 7] Die Uberprufung der Wirksamkeit des Reagenzes zur Vermeidung von EDTA-St6rungen kann photometrisch 
bei einem Probe-/Reagerzverhaitnis von 1 :5 bis 1 :25, bevorzugt von 1 :10 bis 1 :15 erfolgen. Dabei konnte eine Wieder- 
findung von Eisen mit lediglich ca. 10% Abweichung erreicht werden. Die Messung erfolgt ublicherweise bei einer Tem- 
peratur von ca. 37°C sowie einer Welleniange von ca. 570-580 nm und anhand einer Kuvette mit einer Schichtdicke von 

45 1 cm gegen die Reagenzl6sung als Leerwert. 

[0018] Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist eine Reagenzienkombination zur Bestimmung von Eisen in einer 
biologischen Probe, gekennzeichnet durch ein erstes Reagenz, welches zur Freisetzung von gebundenem Eisen befa- 
higt ist und mindestens 0,1 mmol/l eines wasserldslichen Salzes bestehend aus einem Metallkation der III. Haupt- 
und/oder Nebengruppe. bevorzugt eines Indium- und/pder Scandiumsalzes enthait und getrennt davon ein zweites 

so Reagenz, enthaltend 0,5 bis 50 mmol/l Farbstoff. und zwar in Form waBriger LGsungen oder zu deren Herstellung 
geeigneter Trockengemische vorliegen. Beide Reagenzien oder auch nur das erste Reagenz kdnnen zusatzlich 20 bis 
500 mmol/l Puffersubstanz enthalten. 

[001 9] Insbesondere das erste Reagenz kann daruber hinaus weitere Hilfsstoffe enthalten, wie beispielsweise ein zur 
Vermeidung liparnischer Interferenzen geeignetes Detergenz, bevorzugt sind hierbei etwa 1% bis 10% (w/v) Alkylpo- 
55 lyethylenglykolether (z.B. Genapol X-80: Isotridecylpoly (ethyl englycol ether) n, n=8). Oder zur Eliminierung von durch 
Kupfer bedingte Interferenzen, wobei 10 bis 200 mM Thioharnstoff bevorzugt sind. 

[0020] Das zweite Reagenz kann zusatzlich ein Reduktionsmittel, beispielsweise Ascorbinsaure, Dithionit oder 
Hydroxylamin, in einer Konzentration von 20 bis 200 mmol/l enthalten. Wahlweise kann das zweite Reagenz zudem 
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eine das Reduktionsmittel stabilisieretnde Substanz bzw. Substanzmischung, wie beispielsweise die kauflich zu erwer- 
benden Substanzen German II, Germall 1 1 5, Oxaban A oder Oxaban E In einer Konzentration von 0,5 bis 6,0 g/I, bevor- 
zugt von 1 bis 3 g/I enthalten. AuBerdem besteht die M6glichkeit, das Reduktionsmittel erst kurz vor der Verwendung 
dem Flussigreagenz zuzugeben. 

[0021] Die beiden Reagenzien kdnnen in Form waBriger L6sungen oder zu deren Herstellung geeigneter Trockenge- 
mische (Lyophilisate) vorliegen. 

[0022] Die Reagenzienkombination zeichnet sich darliber hinaus durch eine Oberraschend hohe Stabilrtat aus. So hat 
sich erwiesen, daB das Reagenz nach Lagerung von 24 Stunden bei 42°C bzw. 3 Wochen bei 35°C (entspricht einem 
Belastungsmodell fur 18 Monate Realtime bei 2-8°C) ohne jeglichen Qualitats- bzw. AktivrtStsverlust fur die storungs- 
freie Bestimmung von Eisen verwendet werden kann. 

Eriauterung der Abbildung: 

Abbildung 1: 

[0023] Prozentuale Wiederfindung von Eisen in Gegenwart von 0 bis 10 mg/ml EDTA-Trikaliumsalz; Probe: Human- 
serumpool ca. 77 ng/dl Eisen; folgende Zusatze: 10 mM Indiumsulfat,-*- 10 mM Scandiumsulfat, — 20 mM 
Nickelsulfat, 10 mM Ytterbiumsulfat, H>- 10mM Zirkoniumsulfat, 10 mM Lutetiumsulfat; ubrige Kurven: 

ohne bzw. unwirksame Zusatze. 

[0024] Die folgenden Beispiele eriautern die Erfindung naher. 
B^ispigl 1 

[0025] Zur Eisenbestimmung in Serum werden folgende Reagenzien eingesetzt: 



Reagenz: 1 : 


200 mmol/i 


CitronensSure 




100 mmol/l 


Thioharnstoff 




7% (w/v) 


Alkylpolyethylenglykoletfier 




10 mmol/l 


Indium (lll)-chlorid 


Reagenz: 2: 


150 mmol/l 


Natriumascorbat 




6 mmol/l 


S^'-PyridyO-S.B-bis (4-Phenylsulfonsaure)-1,2,3-Triazin-mononatriumsalz 



[0026] Die Bestimmungen wurden an einem Hitachi 717-Analysenautomaten, Boehringer Mannheim GmbH, bei 
einer MeBtemperatur von 37°C durchgefCihrt. Die Messung erfolgte bei einer Welleniange von 570 nm gegen die Refe- 
renzwellenlange 700 nm. Ausgewertet wurde die Differenz aus MeBwelleniange und Referenszwelleniange. 
[0027] 20 nl einer Serumprobe wurden mit 250 \i\ Reagenz 1 in eine Kuvette pipettiert und nach Mischen bei 37°C 
inkubiert. Nach 5 Minuten wurde eine erste Extinktionsmessung durchgetuhrt. AnschlieBend wurden 50 jliI Reagenz 2 
zupipettiert, gemischt, weitere 5 Minuten inkubiert und dann eine zweite Extinktionsmessiirig durchgefuhrt. Die Auswer- 
tung erfolgte durch Differenzbildung der beiden Extinktionswerte. 

[0028] In gleicher Weise wurde ein Leerwert mit 0,9%iger KochsalzlOsung als Probe und ein Kalibrator mit bekanntem 
Eisengehalt analysiert. Aus diesen beiden Proben wurde eine lineare Kalibrationskurve erstellt, an der die bekannten 
Proben anschlieBend abgelesen wurden. 

Ergebnisse: 

[0029] Ein Humanserurn wurde mit 3 mg/ml EDTA-K 3 aufgestockt (typische Konzentration eines EDTA-Plasmas) und 
als Probe eingesetzt. Als Vergleichswert wurde der unaufgestockte Humanserumpool gemessen und die Wiederfin- 
dung der aufgestocklen Probe in Relation zur unaufgestockten Probe berechnet 
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Tabelle 1 



Zusatz zu Reagenz 1 


Wiederfindung 


ohne Zusatz 


-2,8% 


10 mmol/l Indiumsulfat 


89,4% 


10 mmol/I Scandiumsulfat 


88.9% 


10 mmol/l Lutetiumsulfat 


8,8% 


10 mmol/l Ytterbiumsulfat 


22,0% 


1 0 mmol/l Nickelsulfat 


79,8% 


10 mmol/l Zirkoniumsulfat 


16,7% 



Patentanspruche 

1. Verfahren zur Bestimmung von Eisen in einer biologischen Probe unter Freisetzung des gebundenen Eisens, 
20 Reduktion des f reigesetzten Eisens zu Fe 2+ , Zugabe einer Farbreagenzldsung und photometrische Messung des 

gebildeten Farbkomplexes, dadurch gekennzeichnet, daB die Probe mit einem wasserloslichen Salz bestehend 
aus einem Metallkation der III. Haupt- und/oder Nebengruppe versetzt wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daB die Konzentration des Metallsalzes zwischen 0,1 und 
25 50 mmol/l betrSgt. 

3. Verfahren nach einem der Anspruche 1 Oder 2, dadurch gekennzeichnet. daB ein Indiumund/oder Scandiumsalz 
zugesetzt wird. 

30 4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB weitere Hilfsstoffe zur Stabilisierung 
Oder zur Vermeidung bzw. Reduzierung nicht gewunschter Reaktionen zugegen sind. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4. dadurch gekennzeichnet, daB der pH-Wert in der Testlbsung zwi- 
schen 0 und 3 betrSgt. 

35 

6. Verwendung von wasserloslichen Salzen bestehend aus einem Metallkation der ML Hauptund/oder Nebengruppe 
zur Vermeidung von durch die Anwesenheit von EDTA verursachten Stdrungen bei der photometrischen Bestim- 
mung von Eisen in einer Probe. 

40 7. Reagenzienkombination zur Bestimmung von Eisen in einer biologischen Probe, dadurch gekennzeichnet, daB ein 
erstes Reagenz, welches zur Freisetzung des gebundenen Eisens befahigt ist und etwa 0,1 bis 50 mmol/l eines 
wasserloslichen Salzes bestehend aus einem Metallkation der III. Haupt- und/oder Nebengruppe aufweist und 
getrennt clavon ein zweites Reagenz, enthaltend etwa 0,5 bis 50 mmol/l Farbstoff, in Form wSBriger LOsungen Oder 
zu deren Herstellung geeigneter Trockengemische. 

45 

8. Reagenzienkombination nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet. daB im ersten Reagenz etwa 1% bis 10% 
(w/v) eines Alkylpolyethylenglykolethers enthalten sind. 

9. Reagenzienkombination nach Anspruch 7 oder 8, dadurch gekennzeichnet, daB im zweiten Reagenz etwa 20 bis 
so 200 mmol/l Reduktionsmittel und gegebenenfalls eine das Reduktionsmittel stabilisierende Substanz enthalten ist. 

10. Reagenzienkombination nach einem der Anspruche 7 bis 9. dadurch gekennzeichnet, daB das erste Reagenz oder 
das erste und das zweite Reagenz einen pH-Wert zwischen 0 und 3 aufweisen. 

55 11. Verfahren zur Bestimmung von Eisen in einer biologischen Probe unter Freisetzung des gebundenen Eisens. 
Reduktion des freigesetzten Eisens zu Fe. 2+ . Zugabe einer FarbreagenzlOsung und photometrische Messung des 
gebildeten Farbkomplexes, dadurch gekennzeichnet, daB die Freisetzung des gebundenen Eisens bei einem pH- 
Wert kleiner 3 erfolgt und eine wasserlfcsliche EDTA komplexierende Verbindung zugesetzt wird. 
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